Histona desacetilase 2 cortical está associada ao desempenho em paradigma de memória aversiva no processo de envelhecimento by Raupp, Wagner de Aguiar
 UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 















HISTONA DESACETILASE 2 CORTICAL ESTÁ ASSOCIADA AO  
DESEMPENHO EM PARADIGMA DE MEMÓRIA AVERSIVA NO  











UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 







HISTONA DESACETILASE 2 CORTICAL ESTÁ ASSOCIADA AO  
DESEMPENHO EM PARADIGMA DE MEMÓRIA AVERSIVA NO  





Dissertação apresentada no Curso de  Pós Graduação 
em Ciências Biológicas - Fisiologia da Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul como requisito parcial 




WAGNER DE AGUIAR RAUPP 
 








  2016 
 “A percepção do desconhecido é a mais 
fascinante das experiências! 
 O homem que não tem os olhos abertos 






Primeiramente, agradeço a Deus pela vida e pelas oportunidades. 
Aos meus pais Gilberto Raupp e Loenir Aguiar e meus irmãos Gilnei, Diziane, 
Jonas e Josué que além do carinho e grandes exemplos são apoiadores e 
estimuladores incondicionais. 
À minha namorada, amiga e companheira Fernanda Vacilotto, pelo convívio e 
pela força em praticamente todo o tempo despendido no mestrado. 
À professora Dra. Ionara Rodrigues Siqueira pela oportunidade em seu 
laboratório, por suas orientações e paciência e por ter acreditado em mim. 
Aos colegas do grupo de pesquisa que pelo convívio tornaram-se amigos e 
parceiros: Felipe, Carla, Louisiana, Laura, Kaki, Gi, Gisa, Bruna,Vivi, Amanda, Beta, 
Nati, Fernando, Fernanda e Silvia. 
Aos professores que, além de mestres, tornaram-se amigos: Marcelo Grillo, 
Nei Marçal, Christiane Guilherme  e  Carlos Gilberto Santos. 
À Universidade Federal do Rio Grande do Sul, ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências Biológicas, Fisiologia, pelas oportunidades, bem como a 
todos os professores do Departamento de Fisiologia pelo conhecimento e 
enriquecimento cultural e científico a mim proporcionado. 
Ao CNPq pela bolsa concedida durante o mestrado. 
A todos amigos, familiares e colegas que direta ou indiretamente, participaram 




O envelhecimento da população mundial aumentou o interesse na busca pelos 
mecanismos fisiológicos e bioquímicos envolvidos no processo do envelhecimento 
saudável e por estratégias preventivas e terapêuticas de doenças relacionadas à 
idade. O envelhecimento cerebral alterou a atividade global de histona desacetilases 
(HDAC), enzima envolvida nos níveis de acetilação de histonas, marca epigenética 
relacionada com a expressão gênica. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o 
protocolo de exercício físico diário em esteira reduziu a atividade global da HDAC no 
córtex frontal imediatamente e 1 hora após a última sessão de treino. Assim, é de 
interesse elucidar as isoformas de HDAC envolvidas no processo de envelhecimento 
e no efeito do exercício físico. O exercício físico voluntário aumenta os níveis do 
Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo (BDNF) por mecanismos epigenéticos, no 
entanto, o impacto do exercício forçado parece ser contraditório. Nossos objetivos 
foram avaliar os efeitos do envelhecimento e do exercício de corrida sobre os níveis 
de HDAC2 e de BDNF em córtex pré-frontal de ratos Wistar. Para isso, utilizamos 
ratos Wistar machos com 3 e 20 meses de idade. Os animais do grupo exercitado 
foram submetidos ao protocolo diário de exercício físico moderado em esteira por 14 
dias. No 13° dia, os animais foram submetidos à tarefa da esquiva inibitória (treino) 
e, no 14° dia, 30 minutos após a última sessão de exercício físico, foi realizado o 
teste do paradigma da esquiva inibitória. Após 30 minutos do teste na esquiva 
inibitória (uma hora após a última sessão de exercício), os córtices foram obtidos 
para os ensaios bioquímicos. Os níveis da HDAC2 foram maiores em córtices de 
animais envelhecidos. Ainda, foi observada uma correlação negativa entre o 
conteúdo da HDAC2 e o desempenho no teste de memória aversiva (esquiva 
inibitória). O exercício físico em esteira não alterou os níveis de HDAC2 em 
nenhuma das idades testadas. O envelhecimento e o exercício físico em esteira não 
alteraram os níveis de BDNF. Nossos dados sugerem que os altos níveis de HDAC2 
estão envolvidos com o pior desempenho de animais envelhecidos na memória 
aversiva e que esta isoenzima não está relacionada aos efeitos epigenéticos do 








Increasing attention has been paid to study the physiological and biochemical 
mechanisms of healthy aging process as well to seek therapeutic and protective 
strategies for age-related neurodegenerative diseases, since the aging population is 
growing. Epigenetic marks related to gene expression has been involved in aging 
brain process; increases in global histone desacetylase (HDAC) activity, enzyme 
involved with histone acetylation levels, has been found in aged brain areas. Our 
research group demonstrated that daily treadmill exercise protocol reduced global 
HDAC activity in frontal cortex immediately and 1hr after the last training session. 
The role of HDAC isoforms in aging process and exercise effects still needs to be 
elucidated. Taken that a specific HDAC isoform, HDAC2, has been involved with 
formation of hippocampus-dependent memory, the involvement of HDAC2 in aging 
process and exercise effects must be considered. Besides, it was described that 
voluntary exercise increases the levels of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 
through epigenetic mechanisms; while the forced exercise effects on BDNF levels 
seem be contradictory. Our aim was to evaluate the aging and exercise effects on 
HDAC2 and BDNF levels in prefrontal cortices of Wistar rats. Young adult and age 
male Wistar rats were submitted to a daily moderate treadmill exercise protocol 
(20 min/day during 14 days). The rats were assigned to sedentary and exercise 
groups. Single-trial step-down inhibitory avoidance (IA) conditioning was employed 
as an aversive memory paradigm. In the training trial (IA), rats were placed on a 
platform and immediately after stepping down on the grid received a footshock prior 
to removal from the apparatus. The test trial took place 24 hours after the training 
trial. Prefrontal cortices were obtained thirty minutes after inhibitory avoidance test, 
what was 1 hour after the last training session of exercise. HDAC2 levels were 
increased in cortices of aged rats. Moreover, a negative correlation was observed 
between HDAC2 content and aversive memory performance evaluated by inhibitory 
avoidance. Treadmill exercise did not alter the HDAC2 levels in any evaluated age. 
Aging process and treadmill exercise were unable to alter BDNF levels. Our results 
suggest that the age-related memory impairment may be associated with the 
increased HDAC2 levels.  
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O perfil demográfico mundial tem sido alterado nas últimas décadas, sendo 
uma característica marcante desta alteração o acentuado envelhecimento da 
população (LIMA COSTA; VERAS, 2003). Em 2011, a Organização das Nações 
Unidas emitiu relatório sobre as perspectivas de vida e destacou que até 2020 o 
número de pessoas com mais de 65 anos será maior do que o de crianças com até 
5 anos de idade (ORGANIZATION, 2011). Segundo o IBGE (Instituto Brasileiro de 
Geografia e Estatística) a população brasileira de idosos com idade igual ou superior 
a 60 anos corresponde a 11,8% da população geral e no Rio Grande do Sul cerca 
de 13,6% da população pertence a este grupo, sendo considerado o estado 
brasileiro com a maior população dentro desta faixa etária (Censo, 2010). 
Os avanços da medicina, o amplo acesso a tecnologias e ao saneamento 
básico são alguns dos fatores que têm sido relacionados ao fenômeno do aumento 
da expectativa de vida (Lima-Costa e Veras, 2003; Silva e Boemer, 2009). Flatt 
(2012) define envelhecimento como um processo dinâmico e progressivo 
caracterizado pelo declínio das funções fisiológicas e bioquímicas que envolvem 
progressivamente a perda dos tecidos e a funcionalidade dos órgãos. O 
envelhecimento da população envolve o aumento da prevalência de doenças 
crônicas, como as dislipidemias, diabetes, hipertensão, osteoporose, doenças 
cardiovasculares e neurodegenerativas sendo as duas últimas as principais causas 
de mortes nos países desenvolvidos (PHTLS, 2015). Ainda, há perda de 
capacidades cognitivas, de adaptação e o prejuízo das funções motoras são 
algumas das alterações observadas durante o processo de envelhecimento 
(MAHNCK et al., 2006; SOUZA et al., 2007; PARADIES et al., 2011; JURGENS, 
JOHNSON, 2012).  
Dentre as alterações fisiológicas, Flatt (2012) destaca alterações nos sistemas 






1.2 EPIGENÉTICA  
 
Diversos estudos têm demonstrado que o meio ambiente pode induzir 
modificações epigenéticas e consequentemente modular a expressão de genes 
específicos (ZHANG; MEANEY, 2010). Estas mudanças podem interferir no 
comportamento, nos processos fisiológicos e ainda no desenvolvimento de diversas 
doenças (FEINBERG, 2008; FOLEY et al., 2009; HANDEL et al., 2010). Vários 
fatores ambientais podem induzir modificações epigenéticas, sendo que os mais 
citados são dieta, poluição, fármacos e exercício físico (MULLER; PRADO, 2008).  
Epigenética refere-se aos processos de alterações herdáveis na cromatina, 
que podem promover alterações na expressão gênica, sem que haja alteração na 
sequência dos nucleotídeos (WAGGONER, 2007; GRAVINA; VIJG, 2010). A 
cromatina é formada, estruturalmente, por quatro pares de proteínas denominadas 





Figura 1 - Estrutura da cromatina (A) e histonas (B)  
As principais alterações epigenéticas estão relacionadas com os processos de 
metilação do DNA e a acetilação, a fosforilação, a metilação e a ubiquitinação das 
histonas. A acetilação das histonas é um dos parâmetros epigenéticos mais 
estudados (STRAHL, ALLIS, 2000; MEHLER, 2008; Arrowsmith, BOUNTRA Et Al., 
2012), a qual ocorre em resíduos específicos, as lisinas (K) (Figura 2) (STRAHL; 
ALLIS, 2000; GRAFF; MANSUY, 2009; Liu, GROENC et al., 2009). É relevante 
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destacar que as alterações na conformação das histonas podem alterar o estado de 
compactação do DNA, que por sua vez tem influência na atividade dos genes 
(KIEFER, 2007).  
 
 
Figura 2 - Modificações epigenéticas em histonas  
Fonte: Gräff e Mansuy (2008). 
O processo de acetilação das histonas é controlado por dois grupos 
enzimáticos denominados como histona acetiltransferases (HATs) e histona 
desacetilases (HDACs) (YOO; JONES, 2006; ARROWSMITH; BOUNTRA et al., 
2012). HATs usam o acetil-CoA como doador de grupamento acetil para as histonas 
(STRAHL; ALLIS, 2000; GRÄFF; MANSUY, 2008). A acetilação atua neutralizando 
as cargas positivas das histonas, enfraquecendo desta forma as interações 
eletrostáticas da histona com o DNA, diminuindo a compactação da cromatina e 
assim, facilitando a transcrição gênica (YOO; JONES, 2006; ARROWSMITH; 
BOUNTRA et al., 2012). As HDACs desacetilam estas lisinas ao remover o 
grupamento acetil, deixando a estrutura da cromatina mais compacta e desta forma, 
reprimem a transcrição gênica (Figura 3) (STRAHL; ALLIS, 2000; KIEFER, 2007).  
 
 
Figura 3 - Enzimas histona acetiltransferases (HAT) e histona desacetilases (HDAC)  
Fonte: http://www.dom.pitt.edu/paccm/faculty/zhou.html 
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Há diferentes isoformas de HDACs descritas na literatura e estas são 
classificadas da seguinte forma: Classes I a IV (Figura 4). As HDACs pertencentes à 
Classe I são as HDACs 1, 2, 3 e 8, estas enzimas são relacionadas ao regulador 
transcricional RPD3 da levedura Saccharomyces cerevisiae. As HDACs II (HDAC 4, 
5, 6, 7, 9 e 10) possuem semelhança com a HDA1, uma desacetilase encontrada na 
levedura (BJERLING et al., 2002; FISCHLE et al., 2002; GAO LIN et al., 2002). E a 
Classe IV é representada pela isoforma HDAC11, que possui maior homologia com 
a Classe I (BROIDE et al., 2006; LAKSHMAIH et al.,2015). A Classe III é 
representada por 7 sirtuínas, que utilizam o NAD+ como cofator. (DELCUVE et al., 
2012). 
Atualmente, acredita-se que as HDACs da Classe I são expressas em todos 
os tipos celulares, enquanto que as HDACs de Classe II possuem um padrão de 
expressão mais restrito sugerindo que estas possam estar envolvidas nos processos 




Figura  4 – Tabela de Classificação das HDACs – Imagem adaptada 
Fonte: http://www.cancerjournal.net Epigenetic therapy of cancer with histone deacetylase inhibitors 
 
Diversos estudos têm buscado elucidar a expressão e distribuição das HDACs 
no SNC e alguns evidenciaram que a HDAC2 possui um nível de expressão maior 
em neurônios do que em células da glia, e a HDAC1 possui maior expressão em 
células gliais (MACDONALD, ROSKAMS, 2008; GUAN et al., 2009). Broide e 
colaboradores (2006) descreveram a distribuição das HDACs no cérebro de ratos e 
demonstraram que as HDAC1 e 2 possuem maior expressão no córtex do que em 
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outras regiões do cérebro. As HDAC1 e 2 podem formar homo ou heterodímeros, 
além de integrarem complexos proteicos responsáveis pela inibição da transcrição 
gênica (KELLY; COWLEY, 2013). A figura 5, imagem adaptada do trabalho de 
Delcuve e colaboradores 2012, mostra diferentes possibilidades de interação das 




Figura 5 – Imagem adaptada – Diferentes interações das HDACs 1 e 2 
Fonte: https://clinicalepigeneticsjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/1868-7083-4-5 
 
A compreensão das diferentes isoformas de HDACs e a diversidade de 
possibilidades de interações é relevante pelo fato de presumir que estas enzimas 
podem atuar em conjunto ou separadamente uma da outra (BRUNMEIR, LAGGER, 
and SEISER, 2009; TAPLICK et al., 2001; LUO Y et al., 2009). É importante 
destacar que a formação  do dímero pode estar associada à atividade da enzima e 
que a dissociação do dímero pode inibir a atividade da HDAC (LUO Y et al., 2009). 
Com base nas suas distribuições diferenciais no cérebro em estágios diferentes do 
desenvolvimento, sugere-se que as HDAC1 e HDAC2 tenham funções diferentes 
durante o desenvolvimento do sistema nervoso central (McDONALD and 
ROSKAMS, 2008).  
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As HDACs 1, 2 e 3, pertencem à Classe I e apresentam um papel importante 
no contexto de formação da memória e do aprendizado (DELCUVE et al., 2012). A 
partir dos resultados descritos por Guan e colaboradores, de que a HDAC2 regula 
negativamente a plasticidade sináptica e a formação de memória (GUAN et al., 
2009), diversos estudos investigaram o seu papel na memória e aprendizado. 
Nosso grupo estuda o envolvimento das modificações epigenéticas no 
processo do envelhecimento saudável, assim como, no efeito protetor do exercício 
físico. 
 
1.3. EPIGENÉTICA E ENVELHECIMENTO 
 
As alterações epigenéticas parecem estar relacionadas ao processo de 
envelhecimento normal. Alguns autores sugerem que o envelhecimento pode 
modular a expressão de genes específicos por meio de modificações epigenéticas, 
podendo influenciar os processos fisiológicos e fisiopatológicos envolvidos no 
envelhecimento (WALKER et al., 2013; CHISTHOLM, SOHRABJI, 2016). 
A perda do equilíbrio (HAT/HDAC) relacionada às doenças 
neurodegenerativas e ao envelhecimento normal, podendo ser um mecanismo 
decisivo nestes processos (SAHA, PAHAN, 2006). 
Em estudos recentes do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que o 
envelhecimento normal altera a atividade global da HDAC hipocampal e cortical de 
ratos Wistar (DOS SANTOS SANT’ANNA et al., 2013). Foi também observado que 
hipocampos de ratos de 20 meses de idade apresentaram diminuição dos níveis de 
metilação da histona H3-K9 (ELSNER, et al., 2013) e de acetilação global da histona 
H4 (LOVATEL, et al., 2013). As alterações na acetilação global da histona H4 em 
hipocampo de animais de 20 meses de idade, demonstrando um perfil de 
hipoacetilação desta histona, podem estar relacionadas a maior atividade global de 
HDAC. No entanto, a isoforma de HDAC envolvida ainda não foi elucidada, sendo 
objeto de estudo deste trabalho. 
Ainda a susceptibilidade às doenças neurodegenerativas no envelhecimento 
pode estar vinculada a outras alterações epigenéticas em diferentes estruturas 
cerebrais. Kuzumaki e colaboradores (2010) demonstraram que a metilação de 
histonas podem estar envolvidas no processo de envelhecimento por meio da 
regulação da expressão de genes. Outros autores têm descrito que a metilação da 
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lisina 27 na histona 3 (H3K27), podendo ser mono, di ou tri-metilação, é considerada 
um marcador de repressão da transcrição gênica, sendo esta modificação catalisada 
pelas histona metiltransferases, as HMTs (DELCUVE et al., 2012; LUI et al., 2014; 
MOZZETTA et al., 2015). O envolvimento da metilação de histonas foi descrito em 
alguns processos patológicos destacando entre eles o câncer (BRACKEN et al., 
2003; WEI et al., 2011; LI et al., 2013), a metilação da H3K27 também foi descrita 
como importante na evolução do processo de envelhecimento. Um estudo recente 
demonstrou que o silenciamento gênico durante o envelhecimento pode estar 
associado ao estado de hipermetilação da H3K27me3 em cérebro de camundongos 
envelhecidos (WANG et al., 2010). Contudo há trabalhos que descrevem a 
importância das HMTs nos mais diversos processos biológicos e mecanismos 
regulatórios. Sugerindo que um desequilíbrio entre as proteínas desmetiladoras e os 
complexos metiladores podem estar associados a desordens neurológicas (LI et al., 
2013; MOZZETA et al., 2015). Podemos ainda destacar que as DNMTs também 
podem estar envolvidas nos mecanismos de envelhecimento. Lopatina e 
colaboradores (2002) descreveram uma diminuição na atividade da DNMT1 em 
fibroblastos humanos senescentes o que sugere que alterações na metilação do 
DNA no decorrer do processo de envelhecimento podem estar associadas ao 
conteúdo e atividades destas enzimas. Recentemente, demonstramos que o 
envelhecimento normal não altera os níveis da histona metiltransferases, 
especificamente da as HMTs H3K27) e das DNA metiltransferases (DNMT1 and 
DNMT3b) em córtex pré-frontal de ratos Wistar (CECHINEL et al., 2016) 
Por fim é relevante destacar que alguns pesquisadores defendem a hipótese 
do emprego de agentes capazes de promover alterações no perfil epigenético a fim 
de reduzir (ou minimizar) os déficits cognitivos relacionados à idade.  
 
1.4 EXERCÍCIO FÍSICO 
 
A prática do exercício físico é relacionada à redução no número de doenças 
físicas e mentais, trazendo benefícios à saúde e qualidade de vida ao indivíduo 
(GUINEY; MACHADO, 2013; YAMAZAKI et al., 2013).  
O exercício pode ser classificado de acordo com a sua intensidade em leve, 
moderado e intenso, sendo essa classificação determinada pelo VO2 máx, definida 
como a capacidade máxima que o indivíduo tem em captar e utilizar o oxigênio 
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inspirado para gerar trabalho (KASCH et al., 1976). O exercício leve corresponde em 
torno de 20 e 50% do VO2 máx, o exercício moderado de 50-70% do VO2máx e o 
exercício intenso acima de 80% do VO2máx (DRUMMOND et al., 2005). Outra 
classificação do exercício é quanto à motivação, podendo ser voluntário ou forçado. 
Nos protocolos voluntários em modelos de laboratório, os animais têm acesso à roda 
de corrida de livre acesso durante um determinado período, no entanto, o controle 
de intensidade, duração e frequência, fica impreciso pelo componente volitivo do 
animal (KENNARD; WOODRUFF-PAK, 2012; MONDON et al., 1985). Assim, os 
protocolos forçados usam a corrida em esteira e o nado forçado, que permitem um 
melhor controle das variáveis estudadas (KE et al., 2011; RADAK et al., 2001).  
Há diversos trabalhos que evidenciam os efeitos de diferentes protocolos de 
exercício no sistema nervoso central (SNC). Vários mecanismos envolvidos com a 
melhora das funções do sistema nervoso central foram sugeridos, como uma melhor 
integridade cerebrovascular pelo aumento da rede capilar, de conexões sinápticas, 
os níveis de fatores neurotróficos (COTMAN; BERCHTOLD, 2002; RADAK et al., 
2001; VIVAR et al., 2012).  
Entre os efeitos benéficos do exercício ao SNC, destaca-se a melhora das 
funções cognitivas em especial da memória e aprendizado. Em humanos, o 
exercício melhorou aspectos da função executiva e reduziu as perdas relacionadas à 
idade de tecido encefálico em regiões envolvidas com função visuoespacial, ao 
controle motor e memória de trabalho e melhorou o controle motor em adultos 
(TSENG et al., 2013). Roig et al (2013), em metanálise, demonstraram que o 
exercício é capaz de melhorar a memória em humanos saudáveis. Alguns estudos 
demonstraram a redução no risco de demência em idosos submetidos a protocolos 
de exercício durante a meia idade (ANDEL et al., 2008; GEDA et al., 2010).  
Em estudos pré-clínicos, diferentes protocolos de exercício, melhoraram o 
desempenho em testes de memória. Estudos demonstraram que o exercício físico 
voluntário ou forçado induziu melhora da memória espacial, observada no teste do 
labirinto aquático. Esse achado foi relacionado a um aumento nos níveis de BDNF 
em estruturas encefálicas de ratos Wistar jovens (BERCHTOLD et al., 2005; 
BERCHTOLD et al., 2010; ALOMARI et al., 2013). Radak e colaboradores (2001) 
observaram que a natação melhora a memória aversiva, evidenciada através do 
teste da esquiva inibitória associada à atenuação do dano oxidativo.  
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Além disso, estudos em animais de laboratório investigando os efeitos do 
exercício envolvendo o processo do envelhecimento também têm sido conduzidos. 
Neste contexto, Aguiar-Jr e colaboradores (2011) demonstraram que exercício de 
corrida em esteira melhorou a memória espacial. Estes autores sugerem que esta 
melhora está associada ao aumento dos níveis de BDNF induzidos por meio da 
ativação da proteína serina-treonina quinase (AKT) e do elemento de resposta ao 
monofosfato cíclico de adenosina (CREB), em hipocampo de ratos Wistar. No 
entanto, os mecanismos de ação envolvidos nesses efeitos benéficos não estão 
totalmente esclarecidos. Estes resultados apoiam a idéia de que o exercício pode 
melhorar a memória, no entanto ainda não estão totalmente elucidados os 
mecanismos de ação envolvidos nesse processo, bem como o papel das diferentes 
estruturas encefálicas envolvidas. Estudos recentes têm demonstrado o papel de 
mecanismos epigenéticos sobre os efeitos benéficos do exercício físico (ERICKSON 
et al., 2012; GOMEZ-PINILLA et al., 2011).  
 
1.5 EXERCÍCIO FÍSICO E EPIGENÉTICA 
 
Considerando que o exercício é proposto como estratégia terapêutica ou 
preventiva para atenuar os sintomas relacionados ao envelhecimento, nosso grupo 
de pesquisa estuda os efeitos do exercício físico sobre parâmetros funcionais, 
especificamente memória aversiva, e busca os mecanismos de ação, como as 
marcas epigenéticas em diferentes estruturas cerebrais de ratos Wistar. O exercício 
altera a atividade da HATs e HDACs em hipocampos de ratos Wistar adultos 
exercitados (ELSNER et al., 2011).  O protocolo de sessão única diminuiu a 
atividade global da HDAC e aumentou a atividade da HAT na histona H4 
aumentando, dessa forma alterou a relação HAT/HDAC, sugerindo um estado de 
hiperacetilação de histonas (ELSNER et al., 2011). Ainda, o protocolo de exercício 
diário moderado (duas semanas) promoveu o aumento da atividade da HAT na 
histona H4 no grupo de animais exercitados quando comparado com o grupo de 
animais sedentários, fato que pode indicar um aumento da acetilação, porém não 
houve alteração da atividade da HDAC (ELSNER et al., 2011). Lovatel e 
colaboradores (2013) demonstraram que o protocolo de exercício diário alterou os 
parâmetros epigenéticos estudados somente no envelhecimento e descreveram 
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aumento nos níveis de acetilação da histona H4 em hipocampo de ratos 
envelhecidos.  
Outro estudo de nosso grupo avaliou o córtex pré-frontal e demonstrou que a 
sessão única de exercício promoveu o aumento da atividade da HAT, enquanto que 
o protocolo de exercício moderado diário reduziu a atividade global da HDAC no 
córtex pré-frontal de ratos adultos (CECHINEL et al., 2016). Estes achados sugerem 
que diferentes protocolos podem impactar de forma distinta em diferentes regiões do 
cérebro e que os impactos epigenéticos podem ser estrutura-dependentes. Outro 
estudo avaliou as atividades globais das HAT e HDAC em córtex pré-frontal de 
animais não submetidos ao paradigma de memória (SPINDLER et al., 2014), não 
sendo possível correlacionar com a função cognitiva. Assim, é de interesse 
correlacionar as modificações epigenéticas corticais e o desempenho na memória 
aversiva, proposto no presente trabalho.  
Ainda, é interessante investigar quais isoformas de HDACs são alteradas pelo 
exercício, visto que possuem diferentes funções. Como descrito acima, as HDACs 1, 
2 e 3, que pertencem à Classe I, estão envolvidas com memória e aprendizado 
(DELCUVE et al., 2012). 
Outro mecanismo epigenético associado ao exercício físico é a metilação do 
DNA, especificamente os níveis das DNMTs. A sessão única de exercício reduziu o 
conteúdo hipocampal das enzimas DNMT1 e DNMT3b em animais adultos no 
entanto não se observou modificação nos níveis pelo protocolo diário (ELSNER et 
al., 2013). Cechinel e colaboradores (2016) demonstraram um efeito idade-
dependente do exercício físico em córtex pré-frontal, uma vez que a sessão única de 
exercício aumentou os níveis da DNMT3b somente em animais envelhecidos. Ainda, 
o exercício diário em esteira aumentou os níveis da acetilação na histona H4 em 
córtices pré-frontais de animais envelhecidos (21 meses de idade), sem qualquer 
efeito significativo em animais jovens.  
Um estudo recente demonstrou que a natação por 4 semanas reverteu 
parcialmente a redução da metilação global desencadeada pelo isolamento social 
em um modelo de estresse (RODRIGUES et al., 2015). É relevante relatar que em 
humanos, foi observada uma maior metilação periférica de DNA nos indivíduos que 
praticavam 30 minutos diários de atividade física, quando comparados aos que 
realizavam menos de 10 minutos (ZHANG et al., 2011; HORSBURGH et al., 2015)  
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Além de modicações epigenéticas, outros mecanismos podem estar 
envolvidos no efeito neuroprotetor do exercício físico, dentre estes podemos 
destacar o Fator Neurotrófico Derivado do Encéfalo (BDNF). Diversos estudos 
demonstraram a importância desta neurotrofina nos processos de regulação 
sináptica e plasticidade neuronal (COSTA et al., 2015). O exercício físico diário 
moderado em esteira pode promover o aumento na expressão do fator neurotrófico 
derivado do encéfalo (BDNF), importante no processo de diferenciação e sobrevida 
neuronal (ISHIMARU, 2010; SOYA, 2007 e HOPKINS et al., 2011). Russo-Neustadt 
e colaboradores (2000) demonstraram que, mesmo um curto período de 
treinamento, pode aumentar a expressão do BDNF. Miladi-Gorjiet e colaboradores 
(2011) demonstraram que a administração de um inibidor do BDNF reduziu 
significativamente a melhora de parâmetros de memória espacial induzido por um 
protocolo de exercício voluntário. Vários autores sugerem que o BDNF está 
envolvido aos efeitos positivos do exercício voluntário sobre os parâmetros de 
memória. É importante destacar que a expressão gênica do BDNF pode ser 
modificada por alterações epigenéticas (SWEATT, 2011).  
Gomez Pinilla e colaboradores (2011) descreveram que o exercício físico 
voluntário aumentou a acetilação da histona H3 na região IV do promotor do gene do 
BDNF com concomitante aumento da sua expressão. Estes autores relacionaram o 
aumento dos níveis de BDNF hipocampal e sua regulação epigenética com o efeito 
funcional do exercício. 
Silva e colaboradores (2016) demonstraram que o exercício no período 
gestacional aumentou os níveis de BDNF hipocampal na vida adulta da prole, 
mostrando um efeito a longo prazo da exposição materna. Contudo estes efeitos não 
foram observados no córtex o que sugere que regiões distintas do cérebro 
respondem de forma diferente e por vias diferentes ao exercício físico.  
Outro fator interessante é que a maioria dos estudos com BDNF são 
conduzidos com processos fisiopatológicos relacionados à idade, e estudos com 
envelhecimento normal são escassos até o momento, assim como o impacto do 








Os resultados desta dissertação corroboram a hipótese de que o processo de 
envelhecimento aumenta os níveis da HDAC2 e impacta negativamente no 
desempenho de ratos no paradigma de memória. Nosso grupo de pesquisa investiga 
o papel de marcadores epigenéticos no processo de envelhecimento, sem 
patologias associadas, o envelhecimento saudável.  
Os córtices pré-frontais de animais envelhecidos apresentaram níveis mais 
elevados de HDAC2 do que os animais do grupo jovem. Além disso, evidenciamos 
um prejuízo na memória de longo prazo associado aos níveis de HDAC2, uma vez 
que observamos uma correlação negativa entre os níveis desta enzima e a latência 
no teste de esquiva inibitória. O aumento do conhecimento sobre as enzimas 
HDACs no encéfalo é de extrema relevância tendo em vista a possibilidade de novas 
estratégias de intervenções terapêuticas de doenças associadas à memória e ao 
envelhecimento. 
É importante destacar que os dados comportamentais anteriormente 
publicados demonstram que os ratos envelhecidos apresentam um pior desempenho 
na tarefa de esquiva inibitória (LOVATEL et al., 2012). O presente trabalho 
demonstrou uma correlação negativa entre os níveis de marcadores epigenéticos, 
especificamente os níveis da enzima HDAC2 em córtex pré-frontal, e o desempenho 
dos animais no teste de memória aversiva.  
Um estudo recente realizado por Guan e colaboradores (2009) demonstrou 
que a HDAC2 está envolvida em processos de plasticidade sináptica e de formação 
de memórias. Este estudo relatou que a HDAC2 regula negativamente a formação 
de memória e a plasticidade neuronal e que camundongos com deficiência da 
HDAC2 apresentam um melhor desempenho cognitivo. Alguns autores sugerem que 
a HDAC2 pode afetar a transmissão sináptica e está envolvida na maquinaria 
molecular que regula a diferenciação e integração de neurônios (AKHTAR et al., 
2009; MONTGOMERY et al., 2009). A HDAC2 pode inibir processos cognitivos 
controlando a plasticidade neural estrutural e funcional (GRÄFF et al., 2014). 
Nossos resultados demonstram que os altos níveis corticais de HDAC2 em 
animais envelhecidos podem estar relacionados ao prejuízo de memória 
apresentado por estes animais, cujos dados foram publicados em trabalho prévio do 
nosso grupo de pesquisa (LOVATEL et al 2012). A hipótese de que as HDACs 
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possuem um papel central no desempenho em paradigmas de memória durante o 
envelhecimento é corroborada por um estudo que demonstrou que a administração 
sistêmica do inibidor de HDAC, butirato de sódio, imediatamente após o treino, na 
esquiva inibitória melhorou a consolidação de memória de ratos envelhecidos, sem 
afetar o desempenho de ratos adultos jovens (BLANK et al., 2015). 
É relevante descrever que o hipocampo e a amígdala estão relacionados com 
a formação da memória, enquanto que, o córtex pré-frontal parece estar envolvido 
com a consolidação de vários tipos de memória. Por exemplo, a consolidação da 
memória no teste de condicionamento do medo contextual, e ainda a interferência 
sobre a plasticidade cortical, após o treino na esquiva inibitória, induziu prejuízos de 
memória (ZHAO et al., 2005; EUSTON et al., 2012). Considerando que Canto-de-
Souza e Mattioli (2016) demonstraram que a consolidação da memória aversiva 
depende de síntese proteica no córtex pré-frontal e não no hipocampo e amígdala, e 
que as modificações epigenéticas controlam a expressão gênica, podemos sugerir 
que alterações epigenéticas, como as dos níveis de HDAC2 observadas nos animais 
envelhecidos, impactem na síntese proteica e consequentemente na consolidação 
da memória (Canto-de-Souza e Mattioli, 2016). 
Diversos pesquisadores relataram que o envelhecimento pode provocar 
alterações epigenéticas e a consequente alteração na expressão gênica, influenciar 
em processos fisiológicos e/ou fisiopatológicos (WALKER et al., 2013; CHISHOLM e 
SOHRABJ, 2016). Cancela (2007) descreve que devido ao processo de 
envelhecimento, são desencadeados processos degenerativos em certas regiões do 
encéfalo, sendo o córtex pré-frontal especialmente afetado.  
Estudos desta natureza podem direcionar estratégias farmacológicas, uma vez 
inibidores de HDACs são propostos como uma nova alternativa preventiva e/ou 
terapêutica de diversas patologias incluindo algumas associadas ao envelhecimento 
como a doença de Parkinson e os AVCs (RYU et al., 2003; GUAN et al., 2009; 
DELCUVE et al., 2012).  Guan e colaboradores (2009) demonstraram que ratos 
apresentaram melhora nos processos de  aprendizagem e de memória com o uso de 
inibidores de HDAC (HDACis). 
Ainda, entre os processos fisiopatológicos descritos na literatura relacionados 
com alterações epigenéticas, o câncer é amplamente estudado. Lakshmaiah e 
colaboradores (2015) descrevem que muitos cânceres são relacionados a alterações 
moleculares, incluindo desequilíbrio entre as atividades das HATs e HDACs. Desta 
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forma,  os inibidores das HDACs surgem como uma abordagem antitumoral para 
algumas linhagens celulares.  
Nossa hipótese envolvia também que o exercício físico diário moderado pode 
modular o conteúdo de HDAC2, atenuando desta forma os efeitos do 
envelhecimento. Esta hipótese estava baseada em resultados prévios de nosso 
grupo de pesquisa onde observamos que o mesmo protocolo de exercício foi capaz 
de diminuir a atividade global da HDAC em córtex cerebral (SPINDLER et al., 2014). 
Nossos dados refutam a hipótese de que os efeitos do exercício físico sobre a 
memória seriam relacionados à redução dos níveis de HDAC2, visto que os animais 
jovens e envelhecidos apresentaram um melhor desempenho no teste aversivo 1 
hora após a última sessão de treino (resultados publicados por LOVATEL et al., 
2012), sem alterações significativas no conteúdo da HDAC2. É relevante destacar 
que outras isoformas de HDACs também participam dos processos de formação da 
memória, estando também as isoformas 1 e 3 já descritas na literatura como 
integrantes deste processo (DELCUVE et al 2012). É importante destacar que a 
formação de homo ou heterodímeros entre as HDAC1 e 2 e a interação destas com 
outras proteínas formando complexos repressores podem impactar sobre a atividade 
desacetilase (DELCUVE et al., 2012; KELLY e COWLEY, 2013). As enzimas HDACs 
1 e 2 sofrem regulação, por exemplo, via fosforilação e sumoilação. Baseados  
nestes dados podemos sugerir que outras isoformas de HDAC que atuam sobre a 
formação dos dímeros e sobre a formação dos complexos repressores, possam ser 
moduladas pelo exercício físico. Sendo assim novos estudos necessitam ser 
desenvolvidos na busca do mecanismo epigenético relacionado ao efeito sobre a 
memória do exercício. 
Outros trabalhos demonstram o efeito do exercício físico sobre parâmetros 
epigenéticos em hipocampos de ratos Wistar. Prévio estudo do nosso grupo de 
pesquisa demonstrou que sessão única em esteira diminuiu a atividade da HDAC 
hipocampal e aumentou a atividade da HAT na histona H4 aumentando dessa forma 
a relação HAT/HDAC, sugerindo um estado de hiperacetilação de histonas em ratos 
(ELSNER et al., 2011). Enquanto que o protocolo de exercício diário moderado 
(duas semanas) promoveu o aumento da atividade hipocampal da HAT na histona 
H4 no grupo de animais exercitados quando comparado com o grupo de animais 
sedentários, fato que pode indicar um aumento da acetilação, porém não alterou a 
atividade da HDAC  e nem o balanço HAT/HDAC (ELSNER et al., 2011). Lovatel e 
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colaboradores (2013) utilizando o mesmo protocolo de exercício evidenciaram 
melhora da memória no paradigma de esquiva inibitória em ratos jovens e 
envelhecidos e demonstraram que o exercício reverteu parcialmente a diminuição da 
acetilação global da histona H4 induzida pelo envelhecimento.  
O grupo do prof. Fernando Gomez Pinilla estudou os 
mecanismos bioquímicos, dentre eles os epigenéticos, pelos quais o exercício 
voluntário altera os níveis de BDNF e demonstraram que o exercício voluntário reduz 
a metilação do DNA do promoter IV do gene do BDNF, aumentando os níveis da 
proteína e do RNA do BDNF (Gomez-Pinilla et al, 2010). O mesmo grupo de 
pesquisa demonstrou que 7 dias de exercício voluntário alteram o processamento do 
BDNF, aumentando os níveis do BDNF maduro em hipocampos de ratos (GOMEZ-
PINILLA et al., 2011). E apesar de diversos autores sugerirem o aumento do BDNF 
como mecanismo bioquímico relacionado ao efeito neuroprotetor do exercício físico, 
nem todos mencionam o intervalo de tempo entre o treinamento e a obtenção das 
amostras. Berchtold e colaboradores (2010) demonstraram uma melhora na 
memória espacial e aumento nos níveis de BDNF hipocampal em camundongos 
induzidos pelo exercício voluntário, sendo que estes efeitos foram verificados 1 e 2 
semanas após o término do protocolo de exercício.   
Contudo nesta dissertação não demonstramos alterações nos níveis centrais 
de BDNF induzidas pelo exercício, corroborando estudos prévios de nosso grupo de 
pesquisa (CECHETTI et al., 2007). Em estudo prévio do grupo avaliamos os níveis 
de BDNF em diferentes estruturas encefálicas de ratos 16 horas após a última 
sessão de treino em esteira, período em que havia sido descrita uma ação 
neuroprotetora in vitro (Scopel et al., 2006). No entanto, assim como na presente 
dissertação, onde as avaliações foram feitas 1 hora após a última sessão de treino, 
não encontramos nenhuma alteração nos níveis de BDNF nas diferentes estruturas 
analisadas. Desta forma, podemos sugerir que o exercício forçado (em esteira) 
melhora o desempenho cognitivo sem alterar os níveis de BDNF, diferentemente do 
exercício voluntário. 
Silva e colaboradores (2016) avaliaram o efeito do exercício, durante o 
período gestacional de ratas, sobre níveis de BDNF e densidade celular em 
hipocampo e córtex cerebral da prole, e observaram diferentes respostas nas duas 
estruturas avaliadas. O exercício em esteira durante 20 dias da gestação não alterou 
os níveis corticais de BDNF dos filhotes na vida adulta. Contudo, no hipocampo foi 
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observado um aumento significativo nos níveis de BDNF no grupo exercitado 
quando comparado com o controle. Estes resultados sugerem que diferentes vias 
participam na formação e plasticidade de diferentes regiões do encéfalo. 
Estudos avaliando os níveis de BDNF em estruturas encefálicas em animais 
de laboratório e em humanos no envelhecimento saudável são raros. Kreinin e 
colaboradores (2015) não observaram correlação entre os níveis séricos de BDNF e 
o aumento da idade em humanos. Gunstad e colaboradores (2008) demonstraram 
que níveis aumentados de BDNF estão associados com uma melhor função 
neuropsicológica no envelhecimento. Estudos com animais silenciados para o gene 
BDNF demonstraram alterações sobre os processos de aprendizagem e de memória 
(GORSKI et al., 2003; MONTEGGIA et al., 2004; HELDT et al., 2007). No entanto, 
nesta dissertação não foram observadas alterações nos níveis corticais de BDNF 
induzidas pelo envelhecimento ou correlação entre o desempenho dos animais no 
paradigma de memória aversiva e os níveis desta neurotrofina. Corroborando 
nossos dados,um estudo realizado na Polônia com uma população adulta de 150 
voluntários, não demonstrou correlação dos níveis séricos de BDNF com um teste 
de aprendizado (“Auditory-verbal learning Test”) (WILKOSC et al., 2016).                              
Diversos estudos demonstraram a importância desta neurotrofina nos 
processos de regulação sináptica e plasticidade neuronal (COSTA et al., 2015). É 
relevante destacar que a regulação dos níveis de BDNF, pode ser pós-transcricional. 
Todo mRNA de BDNF é traduzido em pró-BDNF e após clivagem por proteases 
intracelulares é convertido em BDNF maduro (mBDNF) (NAGAPPAN et al., 2009).  
Smiljanic e colaboradores (2014) demonstraram que a dieta de restrição 
calórica apresentou um efeito idade-dependente sobre os níveis de pró-BDNF e do 
BDNF maduro. Em animais de 12 meses, a restrição aumentos os níveis de BDNF 
maduro, enquanto que nos animais de 24 meses, houve um aumento dos níveis do 
pró-BDNF e uma redução dos níveis do BDNF maduro em córtex. Chen e 
colaboradores (2015) evidenciaram que ratos tratados com proBDNF obtiveram 
piores escores no teste de Water Maze e sugerem que o proBDNF atenua a 
neurogênese no hipocampo e induz déficits em funções de aprendizagem e memória 
de ratos envelhecidos. Assim, abre-se a perspectiva de avaliar tanto o efeito do 
envelhecimento quanto do impacto do exercício sobre os níveis do pró-BDNF e do 





Este estudo demonstrou que os níveis de HDAC2 em córtex pré-frontal de 
ratos Wistar envelhecidos está aumentado em relação ao grupo adulto jovem e este 
aumento está correlacionado ao prejuízo no desempenho destes animais no 
paradigma de memória observado nestes animais. Nossos resultados indicam ainda 
que o protocolo de exercício físico diário moderado não alterou significativamente os 
níveis de HDAC2 em córtex pré-frontal de ratos Wistar. O protocolo de exercício 
utilizado e o processo de envelhecimento não induziram modificações nos níveis de 
BDNF. Nossos dados permitem sugerir que mais estudos são necessários para uma 
melhor compreensão dos mecanismos relacionados tanto ao envelhecimento normal 
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